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サブユニットとも対応していない約 55 kDa の未知タンパク質をコードしている。配列比較に基づくと、このタンパ
ク質は、ビタミン類の生合成に関わる酵素や種々の酵素活性化因子を含むラジカル SAM スーパーファミリーに属す
ると考えられるが、QHNDH との関係は未解明に残されている。本研究では、P. denitrificans の ORF2 タンパク質
に着目し、QHNDH の生合成過程、特にγ-サブユニット内の CTQ 生成やチオエーテル架橋構造の形成に果たす役割
を解明することを目的とした。 
 ORF2 タンパク質の機能について解析するため、まず suicide vector を用いた相同組換えによって P. denitrificans
の ORF2 遺伝子破壊株（ΔORF2 株）を得た。ΔORF2 株は n-ブチルアミンを唯一の C/N 源として含有する最小培
地において、増殖能を失っており QHNDH 活性を示さなかった。培地中に炭素源としてコリンを追加したところ、
菌体の増殖は回復したが QHNDH 活性は誘導されなかった。ウェスタンブロットにより ORF2 タンパク質の発現を
検討した結果、野生株において細胞質画分に著量発現していた ORF2 は、ΔORF2 株において、全く発現していない
ことが確認できた。また、ORF2 タンパク質は最小培地に n-ブチルアミンを添加した QHNDH 誘導条件下にその発
現が検出されたことから、QHNDH 遺伝子と同一のプロモーターに支配されていることがわかった。ΔORF2 株の最
小培地における増殖能と QHNDH 活性は、広宿主域ベクターを用いて構築した ORF2 タンパク質発現プラスミドを
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ΔORF2 株に導入することによって回復させることができた。しかし、鉄硫黄クラスターおよび S-アデノシルメチオ
ニン（SAM）結合と推定される配列に変異を導入した ORF2 遺伝子を持つ発現プラスミドでは、ΔORF2 株の同培







28 残基のプレ配列が N 末端に存在することが明らかになった。また、γ-サブユニット遺伝子欠失株において、この
プレ配列を除去したγ-サブユニットはペリプラズムに輸送されず、QHNDH 活性も検出されなかった。以上の結果
から、γ-サブユニットは極めて複雑な翻訳後修飾機構とペリプラズムヘの輸送機構をもつと考えられた。 
論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨 
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